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La stérilisation par la chaleur humide des solutés glucosés a pour
conséquence I’apparition systématique de nombreux produits de dégradation!~8 et
une acidification du milieu®~11. Dans ce contexte, le dosage spécifique du D-glucose
par voie enzymatique est nécessaire. Par ailleurs, pour expliquer la diminution du
pH qui se produit au cours de la stérilisation des solutés renfermant du glucose,
nous avons pensé & une scission de la molécule de glucose ou de 5-hydroxyméthyl-
furfural avec dégagement de dioxyde de carbone, d’autant qu’une décarboxylation
du 5-hydroxyméthylfurfural a déja été proposée!’ en 1974. En outre, certains
auteurs'? attribuent a I’acide formique un réle non négligeable dans le processus de
P’acidification. Nous avons essayé de mettre en évidence la présence, aprés stérilisa-
tion, de dioxyde de carbone et d’acide formique dans les solutions glucosées a 50%
(p/v) pures ou renfermant, en plus, de 'acétate de sodium (16,8% p/v) ainsi que
dans une solution de 5-hydroxyméthylfurfural & 0,3 g/ (concentration maximale
obtenue lors de la dégradation de solutions glucosées).

PARTIE EXPERIMENTALE

Préparations des solutions glucosées. — La solution de glucose a 50% a été
obtenue par dissolution de D-glucose anhydre (Merck) dans I’eau distillée. La solu-
tion contenant I’acétate a été préparée en ajoutant a une solution de glucose a 50%
(90 mL) de I'acétate de sodium (Merck) (16,8 g/10 mL d’eau distillée). Elle est
donc & 45% en glucose. La solution de 5-hydroxyméthylfurfural a été préparée par
simple dissolution de 0,6 g/I. dans 'eau distillée. La répartition de ces solutions a
été faite en flacons de verre de 125 mL, la fermeture des flacons a été réalisée avec
des bouchons en élastomére puis sertis par des capsules métalliques. Ces flacons
ont été stérilisés dans un autoclave horizontal (“Lequeux”), pendant 20 min a 120°.

Meéthodes d’analyse. — Les mesures de pH ont été réalisées a I’aide d’un
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pH-métre Methrohm 632 a électrode de verre. L’étalonnage a été réalisé au moyen
de tampons de pH 4 et 7. Le dosage du glucose a été réalisé par la méthode a la
D-glucose oxydase avec détection a 505 nm par un spectrophotométre Hewlett-
Packard 8451 A.

Afin dc mettre en évidence le CO, et I'acide formique dans les solutions
glucosées a 50% en glucose seul et renfermant de "acétate de sodium a 16.8% ct
dans une solution de 5-hydroxyméthylfurfural a 0.6 g/L., nous avons mis au point
une méthode simple, spécifique et sensible faisant appel a la chromatographie en
phase gazeuse selon la technique de I'espace de téte.

Nous avons réalisé la détection apreés réduction totale de ces composés en
méthane, les caractéristiques analytiques de cette méthode ont été décrites
précédemment pour une étude de 'oxydation de diverses molécules organiques'.
La séparation chromatographiquc cst fonction de la taille de la molc¢cule. CO est
élué en premier, suivi par CO,, puis par lec formaldéhyde. le méthanol et I'acide
formique. L’effluent est ensuite mélangé avec un exceés de H, puis I'ensemble est
porté & une température de 350° au sein du four 8 méthanation. Lcs substances sont
ainsi réduites séparément en méthane et détectées par ionisation de flamme.

RESULTATS ET DISCUSSION

Nous avons étudié 3 parameétres de dégradation: (a) Détermination de la
concentration en glucose avant et aprés stérilisation; (b) mesure du pH avant et
aprés stérilisation; (c) dosage des molécules monocarbonées. Il est & noter, que
nous n’avons pu mettre en ¢vidence ni acide formique. ni formaldéhyde. ni
méthanol dans les solutions autoclavées.

A l'examen du Tableau I, nous rcmarquons une diminution importante du
pH aprés stérilisation particulierement pour les solutions renfermant de 1’acétate
de sodium. A I’examen du Tableau I1, nous constatons une dégradation importante
du glucose particulierement pour les solutions comportant de I'acétate de sodium.
Le dosage du dioxyde de carbone est réalisé par la mesure de la hauteur des pics
obtenus par rapport 3 une gamme d'étalonnage. A I'examen du Tableau I11. nous
constatons une libération dc¢ dioxyde de carbone plus importante avee les solutés
renfermant de 'acétate de sodium ol apparait une dégradation beaucoup plus
poussée que dans les solutions pures dc glucose.

Si nous n'avons pu isoler I'acide formique. nous avons pu montrer que le
chauffage a 120° de solutions glucosées simples et d’unc solution de 5-hydroxy-
méthylfurfural libére en plus du dioxyde de carbone, du monoxyde de carbone qui
représente environ 20% de la concentration cn dioxyde de carbone pour les solu-
tions glucosées simples ¢t 50% pour les solutions de 5-hydroxyméthylfurfural. La
libération de monoxyde ct dioxyde de carbone par une solution de S-hydroxy-
méthylfurfural est la preuve que celui-ci n’est pas le produit de dégradation ultime
du glucose et qu'il doit subir une décomposition ultéricure. Cette présence de
monoxyde de carbone peut éventuellement étre mise en parallele avec Iisolement
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TABLEAU I

MESURE DU pH AVANT ET APRES STERILISATION DE SOLUTIONS GLUCOSEES A 120° PENDANT 20 MIN

Produits pH

Avant Aprés Différence
Glucose 50% (p/v) 4,64 4.26 0,38
(n=6)
Glucose 50% (p/v) et acétate 16.8% (p/v) 7,69 5,73 1,96
(n=16)
TABLEAU II

DOSAGE DU GLUCOSE AVANT ET APRES STERILISATION A 120° PENDANT 20 MIN

Produits Concentration Dégradation
(%)
Avant Apres Diminution
Glucose 50% (p/v) 522,58 487.53 35,05 6,7
(n=06)
Glucose 50% (p/v) et acétate 16,8% 477,53 315.35 162,18 33,96
(n=6)
TABLEAU III

DOSAGE DU DIOXYDE DE CARBONE DANS DIFFERENTS ECHANTILLONS DE GLUCOSE? ET DANS UNE SOLUTION
DE 5-HYDROXYMETHYLFURFURAL?

Produits Concentration en CO, (mmol/L)
Glucose 50% (p/v) et acétate 16,8% 6,17

(n=06)

Glucose 50% 0,181

(n=10)

5-Hydroxyméthylfurfural 0,086

(n=6)

2A 50% (phv). bA 0,6 g/L.

d’acide formique par certains auteurs. En effet, 8 température élevée, l'acide
formique se décompose en monoxyde de carbone et dioxyde de carbone!* selon les
Réactions (I) et (2).

HCO,H—CO +H,0  (3.8kJ) ()
HCO,H—CO, +H,  (6.7KkJ) %))

Afin de savoir si la libération de dioxyde de carbone pouvait étre responsable
de la diminution de pH observé au cours de la stérilisation, nous avons considéré
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que le dioxyde de carbone gazeux que nous avons dosé par chromatographie en
phase gazeuse se trouvait a I’état de dioxyde de carbone dissous dans les solutions
glucosées sous forme d’acide carbonique. La solubilité du dioxyde de carbone a 15°
par litre d’eau est de 1 L sous 0,1 MPa (1 atm)!S, La scconde acidité de 1'acide
carbonique (pKa 10,2) ne pouvant s’exprimer dans les conditions opératoires, on
peut considérer que celui-ci sc comporte comme un acide faible comme le confirme
le pH voisin de 3,9 mesuré pour une solution aqueuse saturée de dioxyde de
carbone dans I'eau (¢ 44 mmol/L). Si le dioxyde de carbone étuait entiérement
dissous dans I’eau, nous obtiendrions les pH suivants. d’aprés I'Equation (3): |CO,|
6,17mM, pH 4,30 avec acétate; |CO,| 0.18mm. pH 5.07 sans acétatc; |CO,|
0.086mMm, pH 5.23 avec S-hydroxyméthylfurfural. Pour les solutés ne renfermant

pH =05pKa — 0.51log ¢ 3)

que du glucose, un pH de 4,26 mesuré apres stérilisation peut étre explicable puis-
que le pH initial de 4,64 indique déja une légere acidification et quc partant d'un
pH théorique de 7 la libération de 0,18 mmol/L. de dioxide de carbone donnerait
un pH de 5,07.

En revanche, dans le cas d’un soluté de glucose renfermant de l'acétate de
sodium, nous obtenons 6,17 mmol/L de dioxyde de carbone ct avec un pH initial
de 7,69 nous arrivons a 5,73 (pH mesur¢ aprés stérilisation). A ce pH. la teneur en
ion hydrogénocarbonate et donc en H* est de 20% par rapport au dioxyde de
carbone dissous. En effet, en appliquant 1'équation de Handerson-Hasselbach, on
obtient les Equations 4-6. La concentration initiale en acétate est de 2.04 mol/L.

pH = pKa + log [HCO3

/|H,CO;| (4
573 — 6.4 = log [HCO3|//[H,CO,| (5) [HCO;|/|H,CO; =02 (6)

Il s’est formé, a pH 5,73, 0,2 mol d’acide acétique ce qui rend négligeable compara-
tivement I’acidité apportée par les 6 mmol de dioxyde de carbone. A cela. il faut
ajouter que la solubilité du dioxyde de carbone dans la solution de glucose stérilisée
peut étre un peu différente de la solubilité dans I'eau distiliée. En particulicr. la
présence éventuelle d’acides fixes décrits dans Ia littérature (acides Iévulinique,
métasaccharinique. 5-hydroxyméthylfuroique et 2.5-furannedicarboxylique) peut
reculer I’ionisation donc la solubilité du dioxyde de carbone.

La mise en évidence d'une quantité de dioxyde et de monoxyde de carbone
dans les solutions glucosées aprés stérilisation et la mesure du dioxyde de carbone
et du monoxyde de carbone dans une solution de 5-hydroxyméthylfurfural nous
permet de dire que le 5-hydroxyméthylfurfural n'est pas le produit ultime de la
dégradation du glucose ct que celui-ci doit subir unc dégradation ultérieure. Dans
le cas des solutés ne renfermant que du glucose. il est possible de considérer que la
dissolution du dioxyde de carbone est pratiquement totale et que la formation



NOTE 153

d’acide carbonique joue un rdle important dans ’acidification au cours de la stérili-
sation de ces solutés. En revanche, dans les solutés renfermant des ions acétate, la
participation du dioxyde de carbone a I’acidification est certainement moins nette
compte-tenu de la formation d’acides fixes décrits dans la littérature (acides,
lévulinique et saccharinique).
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